






























CBC crypt base columnar  
CRA colorectal adenoma 
CRC colorectal cancer 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
ECM extracellular matrix 
EV exosome vesicles 
FC fold change 
H-E Hematoxylin-Eosin 
miRNA microRNA 
N.S. not significant 






















PCRによる validationを行った。複数の大腸癌細胞株(SW480と HT-29)に miR-1246を
強制発現及び抑制し細胞増殖能を MTSアッセイで評価した。 





最頻値を認め、ウエスタンブロットで CD9、CD63 陽性を確認し得た。腺腫 3検体及び
癌 3検体に関して miRNA 網羅的発現解析を行い、癌群において細胞内 miRNA では 4個
の miRNAの発現亢進、10 個の miRNAの発現減少を認めた。エクソソーム内 miRNAでは
3個の miRNAの発現亢進、12個の miRNAの発現減少を認めた。細胞内とエクソソーム
で共通して miR-1246、miR-7107-5pの発現が亢進していた。エクソソーム内 miRNAに
関して、腺腫 8、癌 6検体で行ったリアルタイム PCR による validationでは癌群にお
いて miR-1246 のみが有意差をもって発現亢進していた。大腸癌細胞株（SW480、HT-
29）に miR-1246 mimicを遺伝子導入したところ細胞増殖能が有意に亢進した。 
【結論】 三次元オルガノイド培養システムを用いて大腸癌オルガノイドのエクソソ









大腸癌細胞の in vitroでの長期培養が試みられてきたが、長らく一部の cell line
でしか成功していなかった。1971年から 1975年にかけて 163人の大腸癌検体から





































胞株から分泌されたエクソソームは線維芽細胞に作用し SMA (Smooth muscle actin)
の発現を亢進させること 12)、エクソソーム内 miR-210が転移性腫瘍の接着に関与する
こと 13)、エクソソーム表面の膜タンパクが臓器特異的転移に寄与すること 14)などが










研究上の問題点が存在している。組織からエクソソームを抽出するには in vitro の
長期培養が必要である。そのため、従来のエクソソーム内 miRNA の報告は主に cell 



























変動を認めた miRNA の発現をリアルタイム PCR で確認する。④発現に変動を認めた




 検体は 2016年 6月から 2018年 3月までに東北大学病院で大腸腫瘍に対して、内視





的分類である Vienna分類 15)に従い Category 3 及び 4を腺腫、Category 5を癌と定
義した。オルガノイドの樹立は過去の報告 16)に準じた。標本より生検鉗子を用いて 2-
3mm の小組織片を採取した。10 回程度 cold D-PBS で洗浄し混入物を除去した後、
Liberase TH grade（Roche diagnostics, Basel, Switzerland）を用いて組織を融解
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し細胞ペレットを作製した。細胞外マトリックス(Extra Cellular Matrix; ECM)であ
る BD Matrigel™ (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)に細胞ペレットを
内包後、ニッチ因子を加えた基礎培地を付加した。基礎培地として Advanced DMEM 
(Dulbecco's modified eagle's medium)/F12 (Gibco, Grand Island, NY, USA)に
Penicillin-streptomycin (Gibco)、GlutaMAX™ Supplement (Gibco)、HEPES (Gibco)、
Gastrin I (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)、B-27 Supplement (Gibco)を付加
したものを作製した。付加したニッチ因子は 500µg/mL recombinant human EGF 
(Gibco), 100µg/mL recombinant murine Noggin (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA)、 








24 well プレートを用いて、1 well あたり 1.0×10⁵個となるよう細胞数を調整し












水溶液で 2 時間後固定した。50%エタノールで脱水を行い 60℃のエポキシ樹脂で包埋
した。得られた資料から 80-90 nm の薄切切片を作成し、酢酸ウラニル、鉛染色液に








4.5 RNA 抽出と miRNA 網羅的アレイ解析 
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ソーム内 miRNAと定義した。RNAの Quality Check には Bioanalyzer 2100 (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA)及び RNA 6000 pico kit を使用した。細胞内
RNAは RIN (RNA Integrity Number) 8.0以上のものを使用した。エクソソーム RNAは
リボソーム RNAの混入がないことを確認した。SurePrint G3 Human miRNA マイクロ
アレイキット 8×60K (バージョン Human_miRNA_V21.0)(Agilent Technologies)を
使用し miRNA 網羅的アレイ解析を行った。エクソソームから回収した各 2ng、細胞内
から回収した各 100ngの Total RNA を用いて Low Input Quick Amp Labeling Kit お
よび RNA Spike in kit (1 色用)によりラベリングを行った。プローブは Agilent社
推奨のプロトコルに従ってハイブリダイゼーション、洗浄を行い、Agilent SureScan 
G4900DA を使用してスキャンを行った。スキャン結果の数値化には Feature 
Extraction Version 11.5.1.1 を用い、Agilent GeneSpring software Version 14.9





4.6 リアルタイム PCR 
 エクソソームより抽出された miRNA は TaqMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis 
Kit（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を用いて universal RT primer
による逆転写、pre-amplificationを行い cDNA libraryを作製した。TaqMan™ Advanced 
miRNA Assays (Applied Biosystems）と StepOnePlus™リアルタイム PCR システム
(Applied Biosystems)を用いてリアルタイム PCR を行った。用いたプローブは、hsa-
miR-1246 (477881_mir)、hsa-miR-7107-5p (480541_mir)、hsa-miR-8485 (480931_mir)、
hsa-miR-5100 (480099_mir) 、 hsa-miR-1273g-3p (479561_mir) 、 hsa-miR-4286 
(478096_mir)、hsa-miR-4649-3p (479882_mir)である。マイクロアレイの結果、6サ
ンプル全てにおいて発現しておりかつ有意差の見られなかった miRNA のうち、miR-
4649-3p を内在性コントロールとした。反応条件は holding stage; 95℃ 20 秒、
cycling stage; 95℃ 1秒、60℃ 20秒を 40サイクルとし融解曲線で増幅産物の妥当




エクソソーム分画液は Micro BCA™ Protein Assay kit で蛋白濃度を測定した。Any 




行った。次に氷上で 100V、350mAの条件で 1時間かけて polyvinylidene difluoride 
(PVDF) membrane (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)に蛋白を転写した。PVDF 
membraneを Tris-buffered saline with Tween 20 (TBS-T)と blocking agent (GE 
Healthcare)で 4℃の条件下に一晩インキュベートした後、一次抗体の CD9 (Santa 
Cruz, Dallas, TX, USA)もしくは CD63 (Becton-Dickinson)で 1時間インキュベート
を行った。その後 Horseradish peroxidase (HRP)標識二次抗体で 1 時間インキュベ
ートし、ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare)と反応
後、Molecular Imager VersaDoc™ MP 5000 System (Bio-Rad）を用いてバンドを検出
した。蛋白量発現の解析は Image Lab™ software を使用した。 
 
4.8 培養細胞とトランスフェクション 
ヒト大腸癌培養細胞株 SW480 細胞、HT-29 細胞、HCT116 細胞、LoVo 細胞は
ATCC(American Type Culture Collection)から入手した。10% ウシ胎児血清(Gibco)
を添加した DMEM培地 (和光純薬工業)にて培養した。3-4 日毎に培地を交換、1×105
個/mLの細胞濃度で継代し、37℃、5%炭酸ガス気相下で培養を行った。 
各大腸癌細胞株における miRNAの機能解析を行うため、過剰発現系及び抑制系を作
製した。過剰発現系の検討では miRNA mimicを、抑制系では miRNA inhibitor を使用
した。RNA oligonucleotides は mirVana™ miR-1246 mimic (MC13182)、miR-1246 
inhibitor（MH13182）、及び Mimic/Inhibitor Negative Control #1 (Ambion, Austin, 
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TX, USA)を用いた。トランスフェクションは Lipofectamine™ RNAiMAX Transfection 
Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用い、プロトコルに従い SW480 細胞、




細胞生存率の検討は、MTS Cell Proliferation Colorimetric Assay Kit (BioVision, 
Mountain View, CA, USA) を用い、製品のプロトコルに従った。SW480細胞、HT-29細
胞を 96 wellプレートに 1 wellあたり細胞数 2.0×103個に調整し 24時間培養した。
次に miR-1246 mimic、mimic control、inhibitor、inhibitor controlをトランスフ
ェクションし、24時間、48時間、72時間培養した。各 wellに MTSを 20 µL加え、1




 統計学的解析は JMP 14.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA)を用いた。独立した 2





5.1 オルガノイドの作製とエクソソーム内 miRNA の抽出 
 はじめに、内視鏡的切除や外科切除を施行された標本より組織片を採取し、腺腫由
来オルガノイド 8例、癌由来オルガノイドを 6例作製した。内訳と患者のプロファイ




では透過型電子顕微鏡で 100nm 前後の小胞が観察された（図 2B）。ナノ粒子解析シス
テムでエクソソーム分画中の微粒子は 100nm 前後に最頻値を認めた（図 2C）。ウエス
タンブロットではエクソソーム膜蛋白質である CD9、CD63が陽性であった一方、培養
液のみの場合は CD9、CD63 共に陰性だった（図 2D）。 
 
5.2 癌-腺腫群間における miRNA の網羅的発現解析 
オルガノイドおよび培養上清中のエクソソーム分画からそれぞれ Total RNAを抽出
した。得られた RNAは電気泳動による品質検定を行い、特にエクソソーム内 miRNAは
リボソーム RNAの混入がないことを確認した（図 3A、B）。腺腫 3検体及び癌 3検体か
ら抽出した細胞内 miRNA およびエクソソーム内 miRNAに関して、網羅的発現解析を行
った（図 3C）。まず、細胞内に関しては、癌群で 348 個、腺腫群で 344 個の miRNA が
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確認された（図 4A）。共通して発現がみられる 319 個の miRNA に関して発現差を比較
したところ、腺腫を基準として癌群で 4個の miRNA の発現が亢進しており、10個が減
少していた（図 4B、表 2）。次に、エクソソームに関しては、癌群で 193 個、腺腫群
で 129個の miRNA が確認された（図 4C）。共通して発現を認めた 122個の miRNAに関
して発現差を比較したところ、癌群で 3個の miRNA の発現が亢進しており、12個が減
少していた（図 4D、表 2）。癌群において細胞内及びエクソソームで共通して発現が
亢進した miRNAは miR-1246、miR-7107-5pの 2つであった。一方共通して発現が減少
した miRNAは認めなかった。 
 
5.3 エクソソーム miR-1246 は癌において有意に発現が亢進する 
エクソソーム内 miRNA の発現変動を確認するために、癌で特に発現が亢進していた
miR-1246、miR-8485、miR-7107-5p、及び発現が減少していた miR-5100、miR-4286、
miR-1273g-3p に関して検体数を追加し癌 6、腺腫 8 の計 14 サンプルでリアルタイム













をリアルタイム PCR により測定した（図 6A）。そのうち最も高発現を示した SW480 細
胞及び低発現を示した HT-29 細胞について miR-1246 強制発現系及び抑制系を作製し
た。48 時間後の miR-1246 の発現量をリアルタイム PCR で測定したところ、SW480 細
胞に関してはコントロール群と比較して強制発現系は亢進していたものの、抑制系で
は減少は見られなかった（図 6B、C）。一方 HT29 細胞に関しては強制発現系で亢進、
抑制系で減少が確認された（図 6D、E）。次に miR-1246 強制発現系及び抑制系におけ
































今回の研究で、大腸癌群と腺腫群で細胞内 miRNA 及びエクソソーム内 miRNA を比較
し両群間の発現プロファイルが異なることが示された。細胞内では大腸癌群で miR-
1246を含めた 4個の miRNA の発現が亢進しており、miR-320 family、miR-200 family
を含めた 12 個の miRNA の発現が減少していた。miR-1246 は過去にも正常組織と比較
して大腸癌組織で亢進していたという報告 18)があり、p53を介したアポトーシスの調













次に、エクソソーム内 miRNA において大腸癌群では miR-1246 を含む 3 個の miRNA
が発現亢進しており、12 個の miRNA が発現減少していた。miR-1246 はこれまであま
り詳細な検討が行われていなかったが、エクソソーム内 miRNAの研究が進むにつれて
報告が増えており、いわゆる分泌型の miRNAである可能性が考えられる。エクソソー










さらに、大腸癌細胞株 HT-29 において miR-1246 は細胞増殖能を調整することが確
認された。miR-1246 は前述の如く分泌型であるエクソソーム内 miRNA の報告が多く、
細胞内 miRNAを論じた報告ではあまり検討されていなかった。興味深いことに、今回
の研究では細胞内 miRNA、エクソソーム内 miRNAともに miR-1246が亢進しており、大









































である、SW480 及び HT-29 を使用して検討を行い、miR-1246強制発現系では双方とも
細胞増殖能の上昇が確認できた一方で、miR-1246 抑制系では HT-29 では細胞増殖能
25 
 
が低下したものの、SW480 では有意差を認めなかった。その理由として SW480 は元々
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C ナノ粒子解析システムによる粒子量の測定。約 100nmに最頻値を認めた。 
D ウエスタンブロット。エクソソーム分画は CD9、CD63陽性を示した。 
 
図 3.RNA 抽出と miRNA マイクロアレイ 
A、B バイオアナライザーによる電気泳動の結果。エクソソームから抽出した RNA は
細胞と比較してリボソーム RNAを含まない。 
C 癌特異的 miRNAの抽出に関するストラテジー。 
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図 4.miRNA マイクロアレイの結果 
A 細胞内で確認された miRNA。癌群で 348個、腺腫群で 344個の miRNAが確認され 319
個の miRNAが共通して発現していた。 
B Fold Changeの一覧。腺腫を基準として癌群で 4個の miRNAの発現が亢進しており、
10個が減少していた。 
C エクソソーム内で確認された miRNA。癌群で 193 個、腺腫群で 129個の miRNAが確
認され 122個の miRNAが共通していた。 




図 5.リアルタイム PCR によるバリデーション 
 マイクロアレイで癌での発現が亢進していた miR-1246、miR-8485、miR-7107-5p及
び減少していた miR-5100、miR-1273g-3p、miR-4286 に関してリアルタイム PCR でバ
リデーションを行った。a-EV：腺腫オルガノイドから抽出したエクソソーム、c-EV:癌







図 6.miR-1246 の発現解析 
A 各大腸癌細胞株より Total RNA を抽出し miR-1246 の発現量の比較をリアルタイム
PCRで評価した。HT-29を 1とした場合の相対発現量を示す。 
B-E 大腸癌細胞株 SW480 細胞及び HT-29 細胞に miR-1246 mimicと inhibitor、及び
それぞれのコントロールをトランスフェクションし、48 時間後に Total RNA を抽出
した上で miR-1246の発現量を測定した。**は p<0.01 を表す。 
 
図 7.miR-1246 強制発現系及び抑制系における細胞生存率の評価 
大腸癌細胞株に miR-1246 mimic及び inhibitor をトランスフェクションし、3日後











表 1. オルガノイドを作成した患者背景の一覧。 
病期は Vienna15)分類に従って定義した。 
C: 盲腸、A: 上行結腸、T: 横行結腸、D: 下行結腸、S: S状結腸、R: 直腸 
 




























 腺腫/癌 年齢 性別 切除方法 部位 病期 
1 癌 81 F 内視鏡 C I 
2 癌 91 F 内視鏡 R I 
3 腺腫 62 F 内視鏡 R N/A 
4 腺腫 67 M 内視鏡 T N/A 
5 癌 76 M 手術 T IIIa 
6 癌 58 M 内視鏡 A I 
7 腺腫 63 M 内視鏡 S N/A 
8 腺腫 61 M 内視鏡 R N/A 
9 癌 64 M 内視鏡 R I 
10 腺腫 58 M 内視鏡 T N/A 
11 腺腫 78 M 手術 A N/A 
12 癌 71 M 手術 T II 
13 腺腫 71 F 内視鏡 A N/A 
14 腺腫 75 M 内視鏡 D N/A 
   F: 女性、M: 男性。 










癌/腺腫   腺腫/癌 
Systematic name log2 FC p value  Systematic name log2 FC p value 
hsa-miR-1246 2.48 0.13 
 
hsa-miR-5100 3.35 0.11 
hsa-miR-8485 1.27 0.08 
 
hsa-miR-4286 3.06 0.04 
hsa-miR-7107-5p 1.09 0.53 
 
hsa-miR-1273g-3p 2.89 0.2 
    
hsa-miR-6089 2.53 0.34 
    




hsa-miR-1260b 2.29 0.02 
    
hsa-miR-4459 2.2 0.43 
    
hsa-miR-8069 2.01 0.3 
    
hsa-miR-6749-5p 1.99 0.17 
    
hsa-miR-1260a 1.98 0.11 
    
hsa-miR-5739 1.98 0.22 
        hsa-miR-7977 1.91 0.07 
  
    
   
細胞内 miRNA 
癌/腺腫   腺腫/癌 
Systematic name log2 FC p value  Systematic name log2 FC p value 
hsa-miR-1246 1.49 0.21 
 
hsa-miR-210-3p 2.42 0.12 
hsa-miR-4459 1.23 0.38 
 
hsa-miR-23b-3p 1.37 0.23 
hsa-miR-4741 1.18 0.54 
 
hsa-miR-27-3p 1.36 0.18 
hsa-miR-7107-5p 1.13 0.56 
 
hsa-miR-320d 1.36 0.34 
    
hsa-miR-320b 1.35 0.28 
    
hsa-miR-320e 1.25 0.33 
    
hsa-miR-320a 1.13 0.25 
    
hsa-miR-192-3p 1.1 0.27 
    
hsa-miR-200b-3p 1.05 0.17 
        hsa-miR-200a-3p 1.04 0.22 
